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論 文 の 内 容 の 要 旨
　マダニは宿主血液を唯一の栄養源とする吸血性節足動物である。マダニ吸血生理の中心的役割を担う中腸
と唾液腺において、吸血消化機構を支える分子基盤には多種多様な加水分解酵素の関与が報告されている。
しかしながら、マダニの吸血消化の恒常性維持にはこうした酵素群の機能をうまく制御するインヒビターの
存在も欠かせないが、マダニにおける加水分解酵素群とその内在性インヒビターの相互関係はほとんど明ら
かとなっていない。そこで本研究では、マダニの発育・繁殖を特異的に阻害しうる防御手段の開発に資する
ことを目的とし、国内優占種であるフタトゲチマダニ（H. longicornis）の中腸および唾液腺におけるシスタ
チン（システインプロテアーゼインヒビター：CPI）の機能解析を行った。その結果、CPIが吸血消化に深
く関与する分子であることを明らかにした。また、中腸においてこれまで未解明であったシステインプロテ
アーゼ（CP）活性を保持するカテプシン L型（HICPL-A）を単離し、HICPL-Aが宿主血液成分であるヘモグ
ロビン（Hb）の分解に関与すること、また HICPL-Aと CPIとの相互関係の解明から HICPL-Aと CPIの両者
の役割を明らかにした。
　はじめに CPIの解析のため、ウサギに付着させた成ダニを経時的に回収し、唾液腺と中腸由来 CPIの発現
動態と局在を定量 PCRおよび免疫組織蛍光抗体法で解析した。フタトゲチマダニ唾液腺 ESTデータベース
より単離したファミリー 2シスタチン（HlSC-1）は、唾液腺タイプ 2細胞（宿主へ免疫抑制物質等を分泌す
る細胞）に局在し、吸血開始に伴い発現が誘導されることが示された。中腸 CPI2 種（Hlcyst-1、Hlcyst-2）
は中腸上皮細胞（Hbの消化を行う細胞）に局在し、Hlcyst-1 は吸血開始 48 ～ 96 時間に、Hlcyst-2 は 48 時
間をピークに発現が誘導されていた。また、CPIの cDNAをもとに、大腸菌蛋白質発現系にて組換え体 CPI
をそれぞれ作製し、各種 CPに対する阻害効果を測定した結果、3種 CPIがそれぞれ異なった阻害効果を保
持することが示された。
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　中腸 ESTデータベースより単離したカテプシン L様 CP、HICPL-Aは中腸上皮細胞に局在し、吸血開始後
48 時間まで発現が増大することが確認された。組換え体 HICPL-Aによる合成基質分解活性では、カテプシ
ン L/B基質（Kcat/Km＝ 0.19 M–lS–1）に対して、至適 pHおよび温度それぞれ pH3.6、37℃であり、leupeptin、
antipainおよび E-64 によって活性が抑制されたことから HICPL-Aは CP活性を保持することが示された。ま
た SDS-PAGE解析によって、酸性下での HICPI-A加水分解作用による Hbの断片化が確認された。
　そこで CPIの HlCPL-A 活性に対する阻害作用を検討した。HlCPL-Aの基質および Hb分解活性は、Hlcyst-1
と Hlcyst-2 によって阻害され HlSC-1 では阻害効果が認められなかった。また、吸血器官における Hlcyst-1、
-2 の発現動態は、遺伝子発現および局在とも HlCPL-Aと類似することから、HlCPL-Aの内在性インヒビター
である可能性が強く示唆された。
　次に HlCPL-Aをノックダウンしたマダニを作製し、吸血消化への影響を検討した結果、内在性 HlCPL-A
発現が抑制されたマダニでは malE dsRNA処理した対照群と比較して、宿主血液の摂取量低下が招来し、飽
血前に半数が死亡、生存率の有意な低下が確認され、組織学的に中腸内腔に未消化な宿主血液が認められた。
また HlCPL-A発現抑制は、Hlcyst-1,-2 の発現量を減少させたが、中腸において Hb分解に関与する HlLgm-1 、
-2 の発現を増大させることが分かった。同時に、Hb分解酵素である longepsinや HlSCP1 の発現量にも影響
することが確認された。
　以上の結果より CPおよび CPIはマダニの吸血消化を支える分子であることが明らかになった。また、マ
ダニ中腸において HlCPL-Aとその内在性インヒビター Hlcyst-1、-2 は連携・協調しながら機能し、Hb分解
に重要な役割を果たしていることが分かった。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　本研究は、マダニの吸血機構を分子生物学的に解析した成果である。　1）中腸および唾液腺におけるシ
スタチン（CPI）の発現動態解析を行い、CPIが吸血に伴って発現されること、そして 3種類の CPIを同定
してそれぞれが異なる作用を有すること、2）中腸においてこれまで未解明であったシステインプロテアー
ゼ（CP）活性を保持するカテプシン L型（HlCPL-A）を単離し、HlCPL-Aが宿主血液成分であるヘモグロビ
ン（Hb）の分解に関与すること、また HlCPL-Aと CPIとの相互関係の解明から HlCPL-Aと CPIの両者の役
割を明らかにしたこと、3）HlCPL-Aノックダウンマダニを作製し、ノックダウンマダニでは吸血量の低下
やダニの死亡数増加、さらには中腸内腔における Hb消化機能の低下が認められることを明らかにした。す
なわち、CPおよび CPIはマダニの吸血消化を支える分子であり、マダニ中腸において HlCPL-Aとその内在
性インヒビターは連携・協調しながら機能し、Hb分解に重要な役割を果たしていることを示した。これら
の成果は、畜産振興の最も大きな妨げとなっているマダニ被害の制御対策に極めて重要な知見であり、CP
および CPIは新規抗マダニ薬の有力な標的候補分子であることを提案している意味でも高く評価出来る。
　よって、著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
